Important Findings
Domestic poultry act as a reservoir for persistent H5N1 endemicity in Vietnam, and the circulation of poultry flocks across farms and to market is thought to drive the spatial movement and evolution of avian influenza viruses. This study explored potential differences in genetic characteristics according to species of isolation and the spatiotemporal characteristics of the viruses (Figure 1 ). The findings suggest that genetic evolution of avian influenza viruses is continuous through time but could also be mediated by the species in which the viruses occur, information that has implications for prevention efforts.
Significance of Findings
Previous research in Thailand implicated free-ranging duck populations as a driver of H5N1 incidence and suggested that new restrictions on the housing and grazing of ducks would decrease H5N1 outbreaks in that country. In Vietnam, the sharing of duck grazing areas among multiple farms was positively associated with H5N1 outbreaks. Perhaps free-ranging backyard duck populations in Vietnam are driving not only H5N1 incidence in Vietnam but also viral evolution. Chickens are typically confined to the backyards of households whereas ducks are generally free-ranged and travel outside of the household to fish ponds and rice fields. Thus, duck epidemiologic response to influenza infection, coupled with their ecologic patterns, could allow for greater viral mixing, including those viruses from wild birds, and for emergence of novel genotypes. This study suggests that attempts to control influenza in duck populations, particularly via regulation of backyard duck husbandry practices, could also curtail the evolution of H5N1 viruses.
Additional Information
Highly pathogenic H5N1 avian influenza was first detected in Vietnam in 2001, and the country was part of a larger endemic emergence of H5N1 across Southeast Asia in 2003 and 2004 . Since 2003 Vietnam has remained one of the countries hardest hit by H5N1 avian influenza, with continuing poultry and human infection and mortality. H5N1 viruses have undergone rapid evolution in Vietnam since first detection, and since 2003 at least four novel types have emerged in Vietnamese H5N1 isolates. Part of the reason for the persistence of H5N1 in Vietnam is socio-environmental: among Vietnamese there is a preference for live or freshly killed poultry, and a large percentage of rural Vietnamese rear their own backyard poultry flocks. Large numbers of susceptible birds, combined with the circulation of birds and people from farms to markets, drive the ongoing H5N1 epidemic.
Backyard poultry flocks in Vietnam are composed primarily of chickens and aquatic poultry such as ducks. According to a 2003 livestock census, of Vietnam's 261 million domestic poultry, 73.5% were chickens and 26.3% were aquatic birds. Both chickens and ducks in Vietnam are raised by poor rural families as scavenger birds, feeding on insects and other pests, but chickens are confined to the household area whereas ducks are often taken out of the household into nearby fish ponds and rice fields. Duck populations thus have opportunities for interaction with other domestic duck flocks and with wild or migratory birds in aquatic environments that act as a medium for exchange of viruses. Although H5N1 viruses in dried feces quickly lose their infectivity, sometimes in as little as a day, laboratory tests indicate that H5N1 avian influenza viruses can survive in water sources for extended periods of time. Ducks infected with H5N1 have been shown to shed viruses not only fecally but also orally, via the trachea. Infection can thus be transmitted via feces and saliva through shared water supplies, and ducks have great potential to encounter contaminated water and other environmental surfaces outside the household, whereas chickens are confined to exposure within the household. Transmission of H5N1 within such domestic poultry could provide the major mechanism by which avian influenza viruses remain endemic in Vietnam. The epidemiology of H5N1 infection differs between chickens and ducks. Prior to 2002, H5N1 infection in domestic ducks was usually asyptomatic or expressed as only minor clinical symptoms; however, asymptomatic ducks could still shed infective viruses in their feces or saliva for up to 2 wk after infection. Domestic ducks are thus sometimes referred to as ''Trojan horses'' of H5N1 infection, unnoticeably sustaining circulation of H5N1 in poultry. Since 2002, however, novel genotypes of H5N1 viruses have emerged and been predominant in both domestic and wild birds, and these novel viruses are highly pathogenic in ducks, producing severe systemic infection and lesions in multiple organs. In contrast to ducks, chickens experience high (often 100%) mortality after infection with H5N1 viruses, and have symptoms of infection in multiple organs. In recent years, H5N1 infections in chickens have become more virulent, as indicated by less time between infection and death.
Given these divergent household ecologies and influenza epidemiologies, researchers sought to answer whether the genetic characteristics of H5N1 avian influenza viruses were correlated with the species in which those viruses occurred. Specifically, did the amount of genetic change that has taken place between Vietnamese viruses and their ancestral virus vary according to species of isolation? Are there differences in the effect of species when considering the spatial and temporal characteristics of viral isolates? Cluster analysis and MANOVA were conducted to explore these questions. The results show that H5N1 viruses exhibit distinct patterns of genetic differentiation according to the year in which they were isolated and that chicken viruses are associated with lower amounts of genetic change than are duck viruses. This work represents the first spatial and temporal analysis of varying genetic characteristics of highly pathogenic H5N1 avian influenza viruses in Vietnamese domestic poultry.
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Hallazgos Importantes
Las aves domésticas actú an como un reservorio que hace que persista el carácter endémico del subtipo H5N1 en Vietnam y se piensa que la circulació n de parvadas de aves sobre granjas y mercados lleva al movimiento espacial y a la evolució n de los virus influenza aviar. Este estudio explora las diferencias potenciales en las características genéticas de acuerdo a la especie de aislamiento y las características espacio-temporales de los virus (Figura 1). Los hallazgos sugieren que la evolució n genética de los virus de influenza aviar es continua a lo largo del tiempo pero también podrían ser mediadas por la especie en las que el virus se presenta, información que tiene implicaciones para los esfuerzos de prevención.
Relevancia de los Hallazgos
Investigació n previa en Tailandia implicó que las poblaciones de patos criados en libertad podrían influir en la incidencia de H5N1 y sugirió que nuevas restricciones en el alojamiento y el pastoreo de los patos podría disminuir los brotes y epidemias por H5N1 en ese país. En Vietnam, se asociaron de forma positiva los brotes y epidemias por H5N1 con la costumbre de compartir áreas de pastoreo para patos de mú ltiples granjas. Quizá las poblaciones de patos de traspatio en cría libre en Vietnam no solamente contribuyen a la incidencia del H5N1 en Vietnam, sino también a una evolució n viral. Normalmente los pollos están confinados al traspatio de las casa habitació n, mientras que los patos generalmente se encuentran en cría libre y viajan fuera de la propiedad entre zonas acuíferas con peces y campos de arroz. De esta manera, la respuesta epidemioló gica de los patos a la infecció n por influenza, junto con sus patrones ecoló gicos, podría permitir una mayor mezcla viral, incluyendo aquellos virus provenientes de aves silvestres, y la aparición de nuevos genotipos. Este estudio sugiere que en los intentos de control de la influenza en las poblaciones de patos, particularmente la regulació n de las prácticas de cría de patos en traspatio, podrían también reducir la evolució n de los virus H5N1.
Información Adicional
La influenza aviar de alta patogenicidad H5N1 fue detectada por primera vez en Vietnam en el 2001, y el país enfrentó parte de una gran presencia endémica del H5N1 a lo largo del sudeste asiático en el 2003 y en el 2004. Desde el 2003, Vietnam ha permanecido como uno de los países más golpeados por la influenza aviar H5N1, con la continua mortalidad e infecció n de aves y humanos. Los virus H5N1 han sufrido una rápida evolució n en Vietnam desde que se detectaron por primera vez, y desde el 2003 al menos cuatro tipos nuevos han emergido en aislamientos de H5N1 vietnamitas. Parte de la razón de la persistencia del H5N1 en Vietnam es por razones socioambientales: entre los vietnamitas existe la preferencia por aves domésticas vivas o recientemente sacrificadas, una gran porcentaje de los vietnamitas de áreas rurales crían sus propias parvadas de aves en traspatio. Grandes cantidades de aves susceptibles, en combinación con la circulació n de aves y de gente proveniente de granjas hacia los mercados, conducen al desarrollo epidémico del subtipo H5N1.
Las parvadas de aves domésticas de traspatio en Vietnam están compuestas principalmente de pollos y de aves acuáticas como los patos. De acuerdo con un censo pecuario del 2003, de las 261 millones de aves domésticas de Vietnam, el 73.5% eran pollos y el 26.3% eran aves acuáticas. Tanto pollos como patos en Vietnam se crían por familias pobres en áreas rurales como aves que hurgan en la basura, se alimentan de insectos y otras plagas, sin embargo los pollos son confinados al área de la vivienda mientras que los patos frecuentemente se llevan fuera de la propiedad a cuerpos de agua cercanos y a campos de arroz. Las poblaciones de patos tienen así oportunidades de interacció n con otras parvadas de patos domésticos y con aves silvestres o migratorias en ambientes acuáticos que actúan como un medio de intercambio de virus. Aunque los virus H5N1 pierden su infectividad rápidamente en las heces secas, algunas veces tan rápido como un día, las pruebas de laboratorio indican que los virus de influenza aviar H5N1 pueden sobrevivir en fuentes de agua por extendidos periodos de tiempo. Se ha demostrado que los patos infectados con H5N1 eliminan el virus no solamente a través de las heces sino también de forma oral, vía la tráquea. La infecció n puede así transmitirse vía heces y saliva a través de los suministros compartidos de agua, y los patos tienen un gran potencial para encontrar agua contaminada y otras superficies ambientales fuera del ambiente doméstico, mientras que los pollos se encuentran Copyright E 2011, American Association of Avian Pathologists, Inc. 1933-5334 online confinados a la exposició n dentro de las propiedades. La transmisión del H5N1 dentro de estas aves domésticas podría proporcionar el mecanismo principal por la cual los virus de influenza aviar permanecen siendo endémicos en Vietnam.
La epidemiología de la infecció n por H5N1 difiere entre pollos y patos. Antes del 2002, la infecció n por H5N1 en patos domésticos eran normalmente asintomá tica o se expresaba solamente con síntomas clínicos menores; sin embargo, los patos asintomáticos podían de todas formas eliminar virus infectivos en sus heces o saliva hasta dos semanas después de la infecció n. Los patos domésticos han sido así llamados algunas veces como ''caballos de Troya'' en cuanto a la infecció n por H5N1, manteniendo la circulació n del H5N1 de forma imperceptible entre las aves domésticas. Desde el 2002, sin embargo, han aparecido nuevos genotipos de los virus H5N1 y han sido predominantes tanto en aves domésticas como silvestres, y estos nuevos virus son altamente patogénicos en patos, produciendo graves infecciones sistémicas y lesiones en mú ltiples ó rganos. En contraste con los patos, los pollos experimentan una alta mortalidad (frecuentemente de hasta el 100%) después de la infecció n por virus H5N1, y tienen síntomas de infecció n en mú ltiples ó rganos. En años recientes, las infecciones por H5N1 en pollos se han tornado más virulentas, como se indica por el menor tiempo entre la infección y la muerte.
Dadas estas ecologías domésticas divergentes y las epidemiología de la influenza, los investigadores buscaron contestar si las características genéticas de los virus influenza aviar H5N1 se encontraban correlacionadas con las especies en las que tenían ocurrencia estos virus. Específicamente, si la cantidad de cambio genético que tenía lugar entre los virus vietnamitas y sus virus ancestrales variaba de acuerdo a la especie de aislamiento. Otra pregunta fue ¿existen diferencias en el efecto de las especies cuando se consideran las características espaciales y temporales de los aislamientos virales? Se condujeron aná lisis de conglomerados (cluster) y MANOVA para explorar estas preguntas. Los resultados mostraron que los virus H5N1 exhibían distintos patrones de diferenciació n genética de acuerdo con el añ o en que habían sido aislados y que los virus de los pollos se encontraban asociados con menores cantidades de cambio genético en comparació n con los virus de los patos. Este trabajo representa el primer análisis espacial y temporal de características genéticas en variació n de virus influenza aviar de alta patogenicidad H5N1 en aves domésticas vietnamitas.
